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© Derives de nucleosides et leur utilisation pour la synthese d'oligonucleotides. 

(g) L'invention a pour objet des derives de nucleosides et leur 
utilisation pour la synthese d'oligonucleotides 
Ces derives repondent a la formule : 

R 3 0— , y\ B-C0-CH 

(I) 




OR* R D 

dans laquelle B represente un radical derive de la guanine, de la 
cytosine ou de I'adenine dont le groupement NH exocyclique 
est protege par le groupement 

1 

R 

-C0-CH ' 

X 2 
R 



avec R 1 representant un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle et R 2 representant un atome d'hydrogene, un radical 
alkyle, un radical alcoxy ou un radical aryloxy eventuellement 
substrtue, R3 represente un atome d'hydrogene, le radical 
dimethoxytrityle ou le radical : 



R 



CH - CO 



R 4 represente un atome d'hydrogene, le radical de formule : 
1 

R \ 

CH - CO, 



ou un radical convenant a la synthese de polynucleotides, et R 5 
represente un atome d'hydrogene ou le radical OH hydroxyle 
proteg6 ou non. 
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Description 

Derives de nucleosides et leur utilisation pour la synthese d'oligonucleotides. 

La presente invention a pour objet de nouveaux derives de nucleosides et leur utilisation pour la synthese 
d'oligonucleotides. 

5 De facon plus precise, elle concerne des derives de nucleosides formes a partir de bases pyrimidiques ou 
puriques comportant des groupements NH2 exocycliques, c'est-a-dire des nucleosides formes a partir 
d'adenine, de guanine ou de cytosine, qui sont utilisables en particulier pour la synthese d'oligonucleotides. 

La synthese d'oligonucleotides consiste a lier entre eux des nucleosides par un groupement phosphate 
pour former une chatne d'ADN (acide desoxyribonucleique) ou d'ARN (acide ribonucleique). Dans cet 
10 assemblage, les groupements phosphates intemucleotidiques relient toujours la fonction hydroxyle en 
position 3' d'un nucleoside a la fonction hydroxyle en position 5' d'un autre nucleoside. Ainsi, tors de la 
reaction de synthese, seules les extremites 3' et 5' des nucleosides sont soilicitees et la base nucleique 
(purique ou pyrimidique) utiiisee ne doit pas intervenir au cours de cet assemblage. 

Lorsque ces bases comprennent des groupements NH2 exocycliques, il est necessaire de proteger ces 
15 groupements lors de la synthese des oligonucleotides car ceux-ci sont trop reactrfs et risquent d'interferer 
avec les reactions de synthese. 

Cette protection des groupements NH2 exocycliques doit repondre a certaines caracteristiques : 

- elle doit etre selective et facile a realiser, 

- elle ne doit pas induire de modifications de reactivite des autres sites du nucleoside, et etre stable pendant 
20 toutes les etapes de la synthese oligonucleotidique, et 

- elle doit pouvoir etre eliminee ensuite dans des conditions douces sans detruire ['oligonucleotide qui vient 
d'etre synthetise. 

Les groupements NH2 exocycliques des nucleosides ont le plus souvent ete proteges sous la forme 
d'amides, par exemple au moyen de groupes benzoyle ou anisoyle dans le cas de I'adenine et de la cytosine 
25 comme ifest decrit par H. SCHALLER et al dans J. Amer. Chem. Soc. (1963), vol. 85, p. 3821-3827, et au moyen 
du groupe isobutyryle dans le cas de la guanine comme il est decrit par H.BUCHI et H. KHORANA dans J. Mol. 
Biol. (1972), vol. 72, p. 251-288. 

Ces groupes protecteurs peuvent etre elimines en fin de synthese par action de I'ammoniaque a 280/0, 
pendant 17 h, a une temperature de 60°C, comme i! est preconise. Cependant la RMN du proton montre que 
30 dans ces conditions on n'elimine pas tous les groupements isobutyryle de la guanine ; il est done preferable 
de porter le temps de reaction a 72 heures, toujours a une temperature de 60° C. 

Ce mode d'eliminatton des groupes protecteurs constitue un inconvenient car les conditions mises en 
oeuvre ne sont pas suffisamment douces pour pouvoir etre utilisees avec des nucleosides modifies, peu 
stables en milieu alcalin, comme e'est le cas par exemple de la dihydro-5,6 thymidine. 
35 Aussi, des recherches ont ete entreprises sur la possibilite d'utiliser d'autres groupements acyle plus 
faciles a eliminer, utilisables en particulier pour la synthese d'oligonucleotides a partir de nucleosides labiles 
par la methodologie de synthese sur support qui consiste a fixer le premier nucleoside de la chaine sur un 
support, generalement en silice, et a effectuer ensuite successivement des cycles de condensation pour fixer 
sur le premier nucleoside les autres nucleosides dans I'ordre voulu. L'utilisation de groupements acyle plus 
40 faciles a eliminer permet par ailieurs d'obtenir un meiileur rendement de deprotection. Ce point est tres 
important car la presence de bases incompletement deprotegees presente un inconvenient pour rutilisation 
des produits obtenus. 

La presente invention a precisement pour objet de nouveaux derives de nucleosides comportant des 
groupements protecteurs de type acyle, susceptibies d'etre elimines facilement. 
45 Les derives de nucleosides de I'invention repondent a la formule : 



50 



55 



GO 




(I) 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi 



2 
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(II) 




(III) ou 




V) 



relie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non substitue 
substitue par un ou des groupernents choisis parmi N0 2 , CN, alcoxy, aryloxy, 



ou 



"OR R 2 -r' P ^(0R)2' 

alkyle ou aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle, a I'exclusion de R* =H et 
R 2 -CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III) et de R1 = R2 ===C H 3 lorsque B est le radical (II) * 
- R 3 represente un atome d'hydrogene, un radical labile en milieu acide ou le radical de formule • 



CH - CO - 



dans laquelle R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus, 
■- R 4 represente un atome d'hydrogene, un radical phosphore ou le radical 



CH-CO- 




dans lequel R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus; et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ou le radical OH protege ou non. 

A titre d'exemple, les radicaux labiles en milieu acide susceptibles d'etre utilises pour former R3 dans le 
compose de formule (I) sont en parttculier des radicaux utilisables en synthese oligonucleotidique tels aue • 

- les radicaux trityle repondant a la formule : * 



- C 




(V) 



dans laque lie R6 R 7 et R a qui peU vent etre identiques ou drfferents, representent un atome d'hydrogene un 
radical alkyle ou un radical alkoxy, par exemple le radical monomethoxytrityle ou le radical trityle de formule (V) 
dans laquelle R 6 et R7 representent le radical methoxy et R8 represente un atome d'hydroqene ■ 
- les radicaux pixyle et les radicaux phenyl-9 xanthenyle. 

A titre d'exemple, les radicaux phosphores susceptibles d'etre utilises pour former R 4 dans le compose de 



3 
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formule (») sont egalement des radicaux utilisables en synthese oligonucleotidique tels que le radical de 
formule : 

- -+ 
S 0 = P - 0 CCH)NH (VI), 
I 2 5 3 

0 C H CL 
6 4 

10 le radical de formule : 



15 NCCH CH 0-P - CH 3 

X CH /CH3 
CH -CH 



20 



35 



40 



55 



(VII) 



le radical phosphonate de formule : 



t C-) 

25 H - P - 0 

w 

0 

30 Selon Tinvention, lorsque R 5 represente le radical OH protege, on utilise comme groupe protecteur de OH 
les groupes habituellement utilises dans la synthese des ribonucleotides. 

Les derives de nucleosides de Tinvention sont ainsi les produits de I'union 1o) d'une base formee par la 
guanine, la cytosine ou Tadenine et 2o) du ribose ou du desoxyribose, les nucleosides etant modifies au moins 
sur le groupement NH2 exocyclique de ieur base par un groupement 



R 1 

- CO - CH^ 

\ 2 
R 



lis peuvent egalement etre modifies par ce meme groupement sur les positions 3' et 5' du desoxyribose ou 
2\ 3' et 5' du ribose, ou les positions 3' et 5' du ribose ou du desoxyribose peuvent etre modifiees par d'autres 
45 groupements qui sont les groupements labiles R 3 pour la position 5' et le groupement phosphore R 4 sur la 
position 3' du ribose ou du desoxyribose. 
Les groupements acyle de formule 

1 

50 R 



- CO - CH 



2 

R 



utilises dans Tinvention sont particuDerement interessants pour la synthese des nucleotides car Hs peuvent 
etre elimines facilement en fin d'operation, par exemple par traitement a I'ammoniaque pendant 2 a 8 h selon le 
groupement utilise, a la temperature ambiante, ce qui permet de liberer simultanement le polynucleotide du 
support sur iequel il a ete synthetise, lorsqu'on utlise la methode de synthese sur support. 
60 Dans le groupe protecteur de formule 



65 



4 
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- CO - CH 



utilise dans I'invention, R 1 peut presenter un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, et R 2 peut representer 
un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy ou un radical aryloxy eventuellement substitue par 
differents groupements. 

Les radicaux alkyle susceptibles d'etre utilises pour R 1 et R 2 peuvent etre des radicaux lineaires ou ramifies, 
par exemple des radicaux methyle, ethyle, ... 

Les radicaux alcoxy susceptibles d'etre utilises pour R 2 peuvent etre egalement des radicaux lineaires ou 
ramifies. Les radicaux aryloxy susceptibles d'etre utilises peuvent etre en particulier des radicaux derives du 
benzene, du naphtalene et de I'anthracene, par exemple le radical phenoxy, et its peuvent etre substitues par 
un ou plusieurs des substituants mentionnes precedemment. 

Selon I'invention, on choisit le groupement protecteur des groupements NH2 exocyciiques en f onction de la 
base utilisee afin d'obtenir la resistance au traitement alcalin souhaite. 

Generalement, lorsque la base utilisee est la guanine, R 1 represente un atome d'hydrogene et R 2 est un 
radical alcoxy ou un radical aryloxy eventuellement substitue. 

A titre d'exemple, le radical R 2 peut etre le radical phenoxy, ie radical methoxy ou le radical chloro-2 
phenoxy. 

Lorsque la base utilisee est i'adenine, R 1 represente de preference un atome d'hydrogene et R 2 represente 
un radical aryloxy eventuellement substitue, par exemple le radical phenoxy. 

Lorsque la base est la cytosine, les radicaux R 1 et R 2 sont de preference des atomes d'hydrogene ou des 
radicaux alkyle, par exemple des radicaux methyle. 

L'utilisation des groupes protecteurs mentionnes ci-dessus permet d'obtenir une reduction du temps de 
deprotection des oligonucleotides obtenus par assemblage des nucleosides de I'invention, puisque ce temps 
peut etre seulement de 2 a 8 h selon le groupement utilise, au lieu des 17 a 72 h necessaires anterieurement. 
On peut par ailleurs operer dans des conditions reactionnelles plus douces puisqu'on realise la deprotection a 
temperature ambiante alors qu'il etait necessaire auparavant de chauffer a 60° C. De plus, l'utilisation de ces 
groupes protecteurs eliminables plus facilement permet d'incorporer lors de la synthese des oligonucleotides 
des bases nucleiques modifiees sensibles a des conditions alcalines plus violentes, par exemple de 
synthetiser des fragments d'ADN porteurs de ligands sensibles a des anticorps. 

Bien que I'invention s'applique aux nucleosides derives du ribose et aux nucleosides derives du 
desoxyribose, on I'utilise de preference pour les nucleosides derives du desoxyribose, c'est-a-dire aux 
derives de formule (I) dans laquelle R 5 est un atome d'hydrogene. 

Les derives de nucleosides de I'invention peuvent etre prepares par des procedes classiques, analogues a 
ceux utilises pour fixer les groupements benzoyle et anisoyle sur les nucleosides a base d'adenine ou de 
cytosine. Dans ces procedes, on part du nucleoside de la guanine, de la cytosine ou de Tadenine, que Ton fait 
reagir avec le chlorure d'acide de formule : 



1 




CH - COCL 



ou Tanhydride d'acide de formule : 



5 
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55 



60 



15 



20 



25 



1 

R 



5 CH - CO 

\ 

1 

10 R 



CH - CO 

Lors de cette reaction, Tanhydride ou fe chlorure d'acide reagit egalement avec les groupemertts hydroxyle 
en position 3' et 5' du ribose ou du desoxyribose et Ton obtient ainsi le derive du nucleoside triprotege soit le 
derive de formule (I) dans lequei R 3 et R 4 representent tous deux le radical : 

1 

- CO - CH 

\ 2 



On peut toutefois eliminer ces radicaux en position 3' et 5' par hydrolyse selective, ce qui permet d'obtenir 
les derives de nucleosides de formule (I) dans laquelle R 3 et R 4 representent des atomes d'hydrogene. 
30 On peut preparer les derives de nucleosides de formule (I) dans laquelle R 3 represente un radical trityle de 
formule (V), par exemple le groupement dimethoxytrityfe, et R 4 represente un atome d'hydrogene en faisant 
reagir les derives des nucleosides obtenus precedernment avec le chlorure de trityle correspondant dans un 
sofvant approprie. 

Les derives de nucleosides repondant a la formule (I) dans laquelle R 3 represente un groupement trityle et 
35 R 4 represente soit le radical de formule (VI) , soit le radical de formule (VII) , soit un radical de formule : 



40 H - P - 0 
tt 



0 

dans laquelle R 11 , R 12 et R 13 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyle, par exemple 
45 ethyle, peuvent etre prepares par des procedes classiques a partir des derives de nucleosides de formule (I) 
dans laquelle R 3 represente un radicaJ trityle et R 4 represente un atome d'hydrogene. 

Dans le cas ou R 4 represente, par exemple, le radical de formule (VI), on fait reagir ce derive de nucleoside 
avec du bistriazolidate de chloro-4 phenylphosphoryte dans un solvant approprie. Le bistriazolidate de 
chloro-4 phenylphosphoryte peut etre prepare par addition de dichlorophosphate de chloro-4 phenyle a une 
50 suspension de triazole et de triethylamine dans du dioxanne. 

Lorsque R 4 represente, par exemple, le radical de formule (VII), on peut faire reagir le derive de nucleoside 
avec du p -cyanoethyl-monochloro N,N-diisopropyl amino phosphoramidite dans un sofvant approprie en 
presence de diisopropylethylamine. 

Lorsque R 4 represente, par exemple, le radical de formule : 




- P - 0 




dans laquelle R 11 , R 12 et R 13 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyle. on peut faire 
reagir le derive de nucleoside avec de la chloro-2 benzo(5,6-a) [dioxo-1 ,3 phosphor-2 inone-4] puis avec un sel 
65 de trialkyi ammonium tel que ('acetate de triethyl ammonium. 
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Les derives de nucleosides obtenus par ces trois methodes peuvent etre utilises pour la synthese 
d'ologonucleotides soil par synthese phosphotriester dans le cas ou R 4 est le radical de formule (VI), soit par 
synthese phosphoramidite dans le cas ou R 4 est le radical de formule (VII), soit par synthese H-phosphonate 
dans le cas ou R 4 est le radical de formule : 



i (-) 

P - 0 



8 




10 



en utillsant egalement pour I'assemblage des chaine oligonucleotidiques d'autres nucleosides, par exemple 
ceux correspondant a la thymidine et a la desoxy-2' uridine, ou encore des nucleosides comportant des bases 
labiles en milieu aicalin ou d'autres nucleosides labiles en milieu alcalin. 
Le procede, selon I'invention, de synthese d'oligonucleotides, comprend : 

1o au moins un cycle de condensation dans lequel on condense sur un derive de nucleoside ou sur un 
oligonucleotide un derive de nucleoside de formule : 



15 



3 
R 0 




B-CO-CH 



4 5 
OR R 



(I) 



20 



25 



30 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 



0 "H > n|i n 

jOC> ™ vO ™° -I "CC 




(IV> 



35 



40 



relie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non 
substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parmi NO2, CN, alcoxy, aryloxy. 



45 



50 



aryloxy, CI, F, tf° >f , SO>/ S f °>° 

Or ^r 2 ^ r' \ (i 



alkyle ou aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle, a I'exclusion de R 1 = H 
et R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (111) et de R 1 = R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ; 

- R 3 represente un radical labile en milieu acide, 

- R 4 represente un radical phosphore, et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ; et 

2o) une etape d'elimination du ou des groupes protecteurs de formule : 



55 



60 



65 
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dans laquelle R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus, par exemple par mise en contact de 
Poligonucleotide avec de Pammoniaque a la temperature ambiante. 

La synthese oligonucleotidique peut etre effectuee soit par des methodes en solution, soit par des 
methodes de synthese sur support On utilise de preference les methodes de synthese sur support car 
ceHes-ci sont mieux adaptees a Putilisation de nucleosides plus labiles, sans qui! y ait une perte de rendement 
au cours de Passemblage. 

Les nucleosides de Pinvention peuvent done trouver des applications interessantes en tant que produits de 
base destines a la synthese de fragments d'ADN ou d'ARN. Hs peuvent egalement convenir pour incorporer 
dans des oligonucleotides de synthese des bases modffiees fragiles, ce qui peut concemer en particulier les 
produits de radiolyse gamma de PADN ainsi que les produits de photolyse. 

Les nucleosides de Hnvention peuvent permettre egalement Pacces a de nouvelles molecules a activity 
antrvirale et a de nouvelles sondes d'ADN. 

Les exempies suivants de preparation et d'utilisation des nucleosides conformes a linvention sont donnes 
bien entendu a titre non limitatif pour illustrer Hnvention. 

EXAMPLE 1 : Preparation de (N2 -phenoxyacetyQ-desoxy^ guanosine (compose ry>)1 

On seche 1080 mg (4 mmol) de desoxy-^ guanosine par additions et evaporations successives de pyridine 
anhydre, puis on les met en suspension dans 20 ml de pyridine anhydre et on introduit la suspension dans un 
ballon. On refroidit le ballon au bain de glace et on y ajoute lentement 6 equivalents (4,25 g ; 24 mmol) de 
chlorure de phenoxyacetyle a 0°C. On laisse ensuite la reaction se poursuivre a la temperature ambiante 
pendant 90 rnin. Un precipite bianc de chlorure de pyridinium apparart dans le milieu reactionnel tandis que 
celui-ci prend une coloration orangee a brune. On obtient ainsi le derive triprotege du nucleoside de depart, 
e'est-a-dire le derive de formule (I) dans laquelle B represents le radical de formule (II), derive de la guanine, R 1 
represente un atome d'hydrogene, R 2 represente le radical phenoxy, R 3 et R* represented le radical 
phenoxyacetyle et R 5 est un atome d'hydrogene. 

On detruit aiors Pexces de chlorure d'acide a 0°C par 2 ml d'eau bidistillee, ce qui solubilise le milieu 
reactionnel puis on le dilue par 100 ml de chloroforme. On lave 4 fois la phase chloroformique par 50 ml de 
solution aqueuse a 5% de bicarbonate de sodium pour eliminer Pacide phenoxyacetique forme. On seche 
alors la phase chloroformique sur du sulfate de sodium, on evapore le sorvant et on obtient ainsi un residu 
orange. On dissout celui-ci dans 100 mi de pyridine refroidis a 0°C, puis on ajoute 100 ml de soude 0,2 N a0°C. 
On effectue ainsi Phydrolyse selective des positions 3' et 5' en 20 min. On neutralise alors le milieu au moyen 
de la resine echangeuse de cations, Dowex 50W-X8 d'une granulometrie de 100 a 200 mesh (0,074 a 0,149 
mm), sous forme pyridinium. Apres filtration et rincage de la resine, on evapore a sec le filtrat. 

On isole ensuite la N2-phenoxyacetyl-desoxy-2 / guanosine formee par chromatographie sur une colonne de 
silice (3 cm de diametre, 15 cm de hauteur) que Ton elue par un gradient de chloroforme-methanol. 
L'evaporation des fractions contenant le produit recherche permet de recueiliir 250 mg de N2-phenoxyacetyl- 
desoxy-^ guanosine, ce qui correspond a un rendement de 15%. 

On controle Pidentite et la purete du produit obtenu par resonance magnetique nucleaire a 250 MHz, par 
chromatographie en couche mince et par spectrometrie de masse. On obtient les resultats suivants : 

- Rp = 0,36 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en vol), 

- (M -h H) pic moleculaire (m/e : 402-13QA)) ; guanine phenoxyacetylee (m/e : 286 -51 0/0). 

EXEMPLE 2 : Preparation de[-N2-(chloro-2 phenoxyjacetyll-desoxy^ guanosine (compose no)2 

On seche 1080 mg (4 mmol) de desoxy^ guanosine comme dans Texemple 1, puis on les met en 
suspension dans 20 ml de pyridine anhydre et on les introduit dans un ballon place dans un bain d'eau glacee. 
On ajoute lentement a 0°C, 6 equivalents (5,1 g ; 24 mmol) de chlorure de (chloro-2-phenoxy)acetyle. On 
laisse la reaction se poursuivre a la temperature ambiante pendant 150 min. Une coloration verte a marron 
apparait dans le milieu reactionnel et on forme ainsi le derive triprotege du nucleoside de depart, soit le derive 
de formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule (II) derive de la guanine, R 1 represente un atome 
d'hydrogene, R 2 represente le radical chloro-2 phenoxy, R 3 et R 4 representent le radical chloro-2 
phenoxyacetyle et R 5 est un atome d'hydrogene. 

On detruit i'exces de chlorure d'acide a 0° C par 2 mi d'eau distiliee qui solubilisent le milieu reactionnel. On 
le dilue alors par 100 ml de chloroforme et on lave cette phase chloroformique par 4 fois 50 ml d'une solution 
aqueuse a 5<>/o de bicarbonate de sodium pour eliminer Pacide chtorophenoxyacetique. On seche la phase 
chloroformique sur du sulfate de sodium, on evapore le sohrant et Pon obtient ainsi un residu orange. On 
dissout ce residu dans 100 ml de pyridine, on place la solution obtenue dans un bain d'eau glacee et on lui 
ajoute 100 ml de soude 0,2 N, ce qui donne un melange titrant 0,1 N et permet d'hydrolyser selectivement les 
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positions 3' et 5' du nucleoside en 20 min. On neutralise alors le milieu par la resine echangeuse de cations 
Dowex 50W-X8 utiltsee dans I'exemple 1 sous forme pyridinium. On filtre et on rince la resine, puis on evapore 
a sec le filtrat. On obtient ainsi la [N 2 -(chloro-2 phenoxy)acetyl]-desoxy-2' guanosine qui est soluble 
uniquement dans la pyridine. 

On la purifie par chromatographic sur colonne de silice en utilisant un gradient chloroforme-methanol. On s 
isole ainsi 220 mg du compose no2, ce qui correspond a un rendement de 130/6. On caracterise le compose 
par chromatographie en couche mince et par spectrometrie de masse. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

- R F = o,4 dans un melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en volume), 

- (M + H) : pic moleculaire (m/e : 436- 17o/o) ; guanine chloro-2 phenoxyacetylee (m/e : 320 - 440/o). w 
La purete du produit est confirmee par analyse par resonance magnetique nucleaire a 250 MHz. 

EXEMPLE 3 : Preparation de( N2-methoxyacetyl)-desoxy-2 / guanosine (compos6 n<>3) 

On seche 5,4 g (20 mmol) de desoxyguanosine puis on les met en suspension dans 100 ml de pyridine 
anhydre. On refroidit a 0°C et on ajoute lentement 4,5 equivalents (10 g ; 90 mmol) de chlorure de 15 
methoxyacetyie. On laisse la reaction se poursuivre a la temperature ambiante pendant 3 h pour former le 
derive triprotege du nucleoside de depart, soit le derive de formule (I) dans laquelle B represente le radical de 
f ormule (II) derive de la guanine, R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente le radical methoxy, R 3 et 
R 4 representent le radical methoxyacetyie et R 5 represente un atome d'hydrogene. 

On detruit Pexces de chlorure d'acide par du methanol pendant 30 min, ce qui produit du methoxyacetate de 2D 
methyle de basse temperature d'ebullition (129-130° C). On evapore les solvants et on reprend le residu par du 
chloroforme, puis on le lave par une phase aqueuse a 5<>/o de bicarbonate de sodium. On seche la phase 
chloroforrnique sur du sulfate de sodium, puis on Pevapore, ce qui conduit a Tobtention d'un residu orange qui 
correspond au derive triprotege. 

On purifie le derive par chromatographie sur colonne de silice (diametre 4 cm, longueur 10 cm) en utilisant 25 
un gradient chloroforme-methanol. On recueille ainsi 7 g de derive triprotege, ce qui correspond a un 
rendement de 739/o. 

On hydrolyse alors les fonctions ester au moyen d'un melange de triethylamine, de pyridine et d'eau 
(20/20/60 en volume). On evapore ensuite les solvants et on purifie la N2-methoxyacetyl desoxy-2' guanosine 
(compose no3) par chromatographie sur colonne de silice silanisee en realisant Pelution par un melange d'eau 30 
et d'acetone (70/30 v/v). On obtient ainsi 3,4 g de produit. ce qui correspond a un rendement de 51<>A). On 
controle le produit par resonance magnetique nucleaire a 250 MHz et par spectrometrie de masse et Ton 
obtient les resultats suivants : 

- (M-H) : pic moleculaire (m/e : 338-10%) ; guanine methoxy-acetylee : (m/e : 222 -3Wo). 

35 

EXEMPLE 4 : Preparation de (Ns-phenoxyacetyll-desoxy^ adenosine (compose n<>4) 

On seche 1025 mg (4 mmol) de desoxyadenosine puis on les dissout dans 20 ml de pyridine distillee 
anhydre et on les introduit dans un ballon place dans un bain d'eau giacee. On ajoute alors lentement 8 
equivalents d'anhydride phenoxyacetique (9,5 g ; 32 mmol) dissous dans 20 ml de pyridine a 0°C. On laisse la 
reaction se poursuivre a la temperature ambiante pendant 90 min et une coloration jaunatre apparatt 40 
progressivement. On forme ainsi le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle B represente le radical de 
formule (IV) derive de I'adenine, R 1 represente Thydrogene, R 2 represente le radical phenoxy, R 3 et R 4 
representent le radical phenoxyacetyle et R 5 represente un atome d'hydrogene. 

On detruit alors I'exces d'anhydride d'acide a 0°C par addition de 3 ml d'eau distillee, puis on dtlue le milieu 
react ionnel par 100 ml de chloroforme. On lave la phase chloroforrnique 4 fois au moyen de 50 ml d'une 45 
solution aqueuse a 5% de bicarbonate de sodium, et on evapore le solvant, ce qui conduit a I'obtention d'un 
residu jaune. On dissout celui-ci dans 100 ml de pyridine et, apres avoir place la solution dans un bain d'eau 
giacee, on ajoute 100 ml de soude 0,2 N a 0°C pour hydrolyser selectivement les positions 3' et 5' de 
I'adenosine en 15 min. On neutralise alors la resine echangeuse de cations Dowex 50W-X8 sous forme 
pyridinium utilisee dans I'exemple 1 . On filtre et on rince la resine puis on evapore a sec le filtrat. 50 

On obtient ainsi la (N6-phenoxyacetyl)-desoxy-2 / adenosine (compose n©4) que Ton purifie par 
chromatographie sur colonne de silice (diametre 4 cm et longueur 10 cm) en utilisant un gradient de 
chloroforme-methanol (100-0-96-4). On evapore alors les fractions contenant le produit recherche et Ton 
obtient ainsi 1010 mg d'une poudre blanchatre, ce qui correspond a un rendement de 650/o. 

On caracterise alors le produit par chromatographie sur couche mince, par resonance magnetique 55 
nucleaire du proton a 250 MHz et par spectrometrie de masse. Les resultats obtenus sont les suivants : 

- Rf : 0,66 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en volume), 

- resonance magnetique nucleaire du proton a 250 MHz : 1 H-RMN (pyridine ds) : 2,7-3,3 (m, 2H, H2, H2-; 
4,1-4,35 (m, 2H, H5H5-) ; 4,6 (m, H 4 ) ; 5,25 (m, H 3 -) ; 5,65 (s, 2H, CH 2 ) ; 7,0 (m, H v) ; 6,9-7,4 (m, 5H, C 6 H 5 ) ; 8,75 

et 9,05 (s, H 2 et H 8 ). 60 

- spectrometrie de masse : (M + H) : pic moleculaire (m/e : 386-16<>/o) ; adenine phenoxy acetylee (m/e : 
270 - 66O/0). 
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EXEMPLE 5 : Preparation de (N4-»sobutyryi)-desoxy-2 f cytfdine (compose no5) 

On seche 4 mmol de desoxycytidine puis on les dissout dans 15 ml de pyridine anhydre et on introdu'rt la 
solution dans un ballon place dans un bain d'eau glacee. On ajoute alors lentement 6 equivalents (2,5 ml ; 24 
mmol) de chlorure d'isobutyryle. On laisse la reaction se poursuivre a la temperature ambiante pendant 120 
5 min et le milieu prend une teinte orangee. On forme ainsi le derive triprotege du nucleoside de depart, sort le 
derive de formule (I) dans laquelle B represente le radical de formuie (III) derive de la cytosine, Ri et R 2 
representent le radical methyle, R 3 et R 4 representent le radical isobutyryle et R 5 represente un atome 
d'hydrogene. 

On detruit Pexces de chlorure d'acide a 0°C par 2 ml d'eau bidistiilee et on dilue le milieu reactionnel par 100 
10 ml de chloroforme. On lave la phase chloroformique 4 fois par 50 ml de solution a 5<Vb de bicarbonate de 
sodium pour eliminer I'acide isobutyrique forme, on seche sur du sulfate de sodium et on evapore a sec. On 
obtient un residu orange que Ton dissout dans 5 ml de pyridine refroidie a 0°C. On ajoute alors 100 ml de 
soude 0,2 N a 0° C et on laisse la reaction d'hydrolyse selective des fonctions ester en 3' et 5' du desoxyribose 
se poursuivre pendant 30 min. On neutralise alors le milieu par la resine echangeuse d'ions Dowex 50W-X8 
15 sous forme pyridinium utilisee dans I'exemple 1. On filtre ensuite et on rince la resine, puis on evapore a sec le 
filtrat. 

On purifie par chromatographie sur colonne de silice (diametre 4 cm ; L : 10 cm) en utilisant un gradient de 
chloroforme-methanol (100-0 a 95-5). On evapore les solvants et Ton obtient ainsi 630 mg d'une poudre 
blanche constitute d'isobutyryl-desoxycytidine, ce qui correspond a un rendement de 50Q/b. 
20 On caracterise le produrt par chromatographie sur couche mince, spectrometrie de masse et resonance 
magnetique nucleaire du proton a 250 MHz. Les resultats obtenus sont les suivants : 

- r f : 0,55 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20), 

- spectrometrie de masse (M+H) : pic moleculaire (m/e — 298-1 10/b), cytosine isobutyrylee 
(m/e = 182-1000/o) 

25 - resonance magnetique nucleaire du proton a 250 MHz : 1 H-RMN (methanol d 4 ) : 1.2 (d, 6H, 2(CH 3 ) de ib.), 
2,1 5-2,6 (m, 2H, H 2 -, H 2 ~L 2,7 (m, HH>) ; 3.7-3,9 (m, 2H. H 5 -. H 5 -) ; 4,0 (m. H 4 ) : 4,4 (m, H 3 -) ; 6,25 {t, Hv) ; 7,5 et 
8,5 (d, H 5 et H 6 ). 

EXEMPLE 6 : Preparation de (N4-ISobutyryl)(dimethoxy-4,4 , -trityl)-5 , desoxy-2 7 cytidine (compose no6) 
30 On seche 2,5 mmol du compose n©5 par additions et evaporations successives de pyridine anhydre. On 
reprend par 25 ml de pyridine, on refroidit a 0°C et on ajoute 2,75 mmol (1,1 equivalent) de chlorure de 
dimethoxy-4,4' trityle dans 25 ml de pyridine, a 0°C. On laisse la reaction se poursuivre pendant 17 h a 5°C et 
on ajoute alors 2 ml de methanol au milieu reactionnel Apres 30 min, on chasse le solvant a I'evaporateur 
rotatif et on reprend le residu huileux par 100 ml d'acetate d'ethyle, et on lave par 3 fois 50 ml de solution 
35 aqueuse a 5% de NaHC03 et une fois 50 ml d'eau bidistiilee. On seche alors la phase organique sur sulfate de 
sodium et on la concentre. Par fractionnements sur colonne de gel de silfce, on isole le compose n©6 ainsi 
obtenu qui repond a la formule (I) dans laquelle B est le radical de formule (HI) derive de la cytosine, R 1 et R 2 
sont des radicaux methyle, R 3 est le radical dimethoxy-4,4' trityle, R 4 est un atome d'hydrogene et R 5 est un 
atome d'hydrogene. 

40 Les caracteristiques physico-ohimiques de ce compose et le rendement de la reaction sont donnes dans le 
tableau 1 annexe. 

EXEMPLE 7 : preparation de( Ns-phenoxyacetyiHdimethoxy-^M' trityl)-5 f desoxy-2' adenosine (compose 
no7) 

45 On suit le meme mode operatoire que dans Texemple 6, mais en utilisant 2,5 mmol du compose no4 au Heu 
du compose n<>5 et i'on produit ainsi le compose n©7 : (N6-phenoxyacetyl)-(dimethoxy-4,4' trityl)-5 r desoxy^ 
adenosine, soit le compose repondant a la formule (I) dans laquelle B est le radical derive de i'adenine de 
formule (IV), R 1 est un atome d'hydrogene. R 2 est le radical phenoxy, R 3 est le radical dimethoxy-4,4 / -trityle, 
R 4 est un atome d'hydrogene et R 5 est un atome d'hydrogene. 

50 Le rendement de la reaction et les caracteristiques physico-chimiques de ce compose sont donnees dans 
le tableau I annexe. 

EXEMPLE 8 : Preparation du (N2-^6thoxyacetyl)-(dimethoxy-4,4 / trityQ-5' desoxy-2' guanosine (compose 
n<>8) 

55 On suit le" meme mode operatoire que dans Pexemple 6, mais en utilisant 2,5 mmol du compose no3 au lieu 
du compose n<>5. On obtient ainsi le compose n<>8 repondant a la formule (I) dans laquelle B est le radical de 
formule (II) derive de la guanine, R 1 est un atome d'hydrogene, R 2 est le radical methoxy, R 3 est le radical 
dimethoxy-4,4'-trityie, R 4 est un atome d'hydrogene et R 5 est un atome d'hydrogene. 

Le rendement de la reaction et les caracteristiques physico-chimiques de ce compose sont donnes dans le 

60 tableau 1 annexe. 

Dans ce tableau, les lettres entre parentheses indiquent ia multiplicity du pic avec s = singulet, d = doublet, 
t = triplet ; q = quadruplet et m=multiplet. 
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EXEMPLE 9 : Preparation du compose n<>9 

Cet exemple illustre la preparation d'un derive phosphoryle du compose no8 destine a la synthese 
phosphotriester de polynucleotides. 

On seche 3 mmol du compose n©8 par ajout et evaporation de pyridine anhydre (3 fois 5 ml). On reprend le 
residu dans 15 ml de pyridine et on ajoute 4,5 mmol de bistriazolidate de chloro-4 phenylphosphoryle dans 30 5 
ml de dioxanne anhydre (le bistriazolidate de chloro-4 phenylphosphoryle a ete obtenu en ajoutant 4,5 mmol 
de dichlorophosphate de chloro-4 phenyle a une suspension de 9 mmol de triazole et 9,35 mmol de 
triethylamine dans 30 ml de dioxanne). On laisse la reaction se poursuivre pendant 20 min et on la stoppe alors 
par addition de 6 ml d'un melange H20-triethylamine (1/1 en volume) puis on reduit le volume du milieu 
reactionnel a 5 ml par evaporation. On reprend dans 100 ml de chioroforme et on lave 3 fols avec 50 ml de 10 
solution aqueuse de NaHC0 3 puis avec 100 ml d'eau. On seche la phase chloroform ique sur sulfate de 
sodium, puis on Pevapore a sec. Le compose recherche est isole par chromatographie sur gel de silice. On 
controle alors le produit obtenu par spectrometrie de masse et par resonance magnetique nucleaire. Le 
rendement de la reaction et les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 2 annexe. 

Le compose n©9 ainsi obtenu est le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle B represente le radical 15 
derive de la guanine de formule (II), R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente le radical methoxy, 
R 3 represente te radical dimethoxy-4,4' trityle, R 4 represente le radical de formule (VI) et R 5 represente un 
atome d'hydrogene. 

EXAMPLE 10 : Preparation du compose no10 20 

Dans cet exemple, on suit le meme mode operatoire que dans Pexemple 9 pour preparer le derive 
phosphoryle destine a la synthese phosphotriester du compose n©7 en utilisant 2,5 mmol du compose n<>7 au 
lieu de 2,5 mmo! du compose n<>8. On obtient ainsi le compose nolo qui repond a la formule (I) dans laquelle B 
represente le radical de formule (IV) derive de Padenine, R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente 
le radical phenoxy, R 3 represente le radical dimethoxy-4,4' trityle, R 4 represente le radical de formule (VI) et R5 25 
represente un atome d'hydrogene. 

On controle comme precedemment les caracteristiques du compose obtenu par spectrometrie de masse et 
par resonance magnetique, les resultats obtenus et le rendement de la reaction sont donnes egalement dans 
le tableau 2 annexe. 

30 

EXEMPLE 11 : Preparation du compose no 11 

Dans cet exemple, on suit le meme mode operatoire que dans Pexemple 9 pour preparer le derive 
phosphoryle du compose n©6 destine a la synthese phosphotriester en utilisant 3 mmol du compose n<>6 au 
lieu de 3 mmoldu compose no8. 

On obtient ainsi le compose noi 1 repondant a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 35 
(III) derive de la cytosine, R 1 et R 2 represented le radical methyle, R 3 represente le radical dimethoxy-4,4' 
trityle, R 4 represente le radical de formule (VI) et R 5 represente un atome d'hydrogene. 

Comme dans les exemples 9 et 10, on controle le produit obtenu par spectrometrie de masse et par 
resonance magnetique nucleaire. Le rendement de la reaction et les resultats obtenus sont donnes dans le 
tableau 2 annexe. 40 

EXEMPLE 12 : Preparation du compose n<>12 

Dans cet exemple, on prepare le derive phosphoryle du compose no8 destine a la synthese 
phosphorarnidite d'oligonucleotides. 

On seche 3 mmol de compose n<>8 par co-evaporation de pyridine, de toluene et de tetrahydrofuranne 45 
(THF). On reprend le residu dans 15 ml de THF en presence de 12 mmol de N.N.N-diisopropylethy famine et on 
ajoute goutte a goutte en 2 min 6 mmol de -cyanoethyl-monochloro N.N-diisopropylaminophosphoramidite. 
Apres 5 min de reaction, on observe la formation d'un precipite de chlorhydrate de famine. On laisse la 
reaction se poursuivre pendant 35 min et on filtre le precipite en fin de reaction, puis on evapore a sec le filtrat 
et on le reprend dans 150 ml d'acetate d'ethyle. On lave par une solution aqueuse glacee a 10o/o de Na2COa. 50 
On seche ensuite la phase organique sur sulfate de sodium et on Pevapore a sec. 

On purifie le compose obtenu par chromatographie basse pression sur une colonne MERCK "LOBAR" de 
taiile B en utilisant pour Pelution un melange CH 2 Cl2-hexane-triethylarnine (70/20/10 de en volume). On 
reprend le compose obtenu par un minimum de dichloromethane ou d'acetate d'ethyle et on le precipite dans 
Phexane a -80° C. On analyse le produit par resonance magnetique nucleaire. Les resultats obtenus et le 55 
rendement de la reaction sont donnes dans le tableau 3 annexe. 

On obtient ainsi le compose noi2 qui repond a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(II), derive de la guanine, R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente le radical methoxy, R 3 
represente le radical dimethoxy-4,4' trityle, R 4 represente le radical de formule (VII) et R 5 represente un atome 
d'hydrogene. 6Q 

EXEMPLE 13 : Preparation du compose n<>13 

Dans cet exemple, on prepare comme dans Pexemple 12 le derive phosphoryle du compose n©7 destine a la 
synthese phosphorarnidite en utilisant 3 mmol du compose n<>7 au lieu de 3 mmol du compose n©8. On analyse 
egalement le produit obtenu par resonance magnetique nucleaire. Le rendement de la reaction et les resultats 65 
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sont donnes dans le tableau 3 annexe. 

On obtient ainsi le compose no 13 qui repond a la formule (I) dans laquelle B est le radical de formule (IV) 
derive de I'adenine, R 1 est un atome d'hydrogene, R 2 est le radical phenoxy, R 3 est le radical dimethoxy-4,4' 
trityle, R 4 est le radical de formule (VII) et R 5 est un atome d'hydrogene. 

5 

EXEMPLE 14 : Preparation du compose No14 

Dans cet exemple, on prepare comme dans Texemple 12 l;e derive phosphoryle du compose n©6 destine a 
la synthese phosphoramidite en utilisant 3 mmoi du compose n<>6 au lieu de 3 mmol du compose n<>8. On 
analyse egalement le produit obtenu par resonance magnetique nucleaire. Le rendement de !a reaction et les 
10 resultats obtenus sont donnes dans le tableau 3 annexe. 

On obtient ainsi le compose n©14 qui repond a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(III) derive de la cytosine, R 1 et R 2 representent le radical methyle, R 3 represente le radical dimethoxy-4,4' 
trityle, R 4 represente le radical de formule (VII) et R 5 represente un atome d'hydrogene. 

15 EXEMPLE 15 : Preparation de la N6-phenoxyacetyI (dimethoxy-4,4' trityl)-5' desoxy^ guanosine (compose 
no15). 

On suit le meme mode operatoire que dans I'exemple 6, en utilisant 4 mmol du compose nol au lieu du 
compose n°5 et Ton produit ainsi le compose not 5, soit le compose repondant a la formule (I) dans laquelle B 
est le radical derive de la guanine de formule (II), R1 est un atome d'hydrogene, R2 est le radical phenoxy, R3 
20 est le radical dimethoxy-4,4' trityle, R4 est un atome d'hydrogene, R5 est un atome d'hydrogene. 

Le rendement de la reaction est de 70%. Le Rf de ce compose dans le melange Chloroforme/Methanol 
(90:10) vaut 0,40. Les deplacements chimiques des principaux protons de cette molecule dans le methanol 
deuterie ont les valeurs suivantes : H8 . 8,07 ppm. H1' : 6,45 ppm (t), H3': 4,75 ppm (m), H CH3 de dimethoxy 
trityle : 3,86 ppm (s), H CH2 de phenoxyacetyle : 5,05 ppm (s). 

25 

EXEMPLE 16 : Preparation du compose no16. 

Dans cet exemple on prepare comme dans I'exemple 12 le derive phosphoryle du compose nol5, destine a 
la synthese phosphoramidite en utilisant 3 mmol du compose n©l5 au Heu de 3 mmol du compose no8. Le 
rendement en produit final est de 50%. Le produit est caracterise par un doublet en RMN du 31 P localise a 146 
30 et 146,2 ppm dans la pyridine deuteriee. Les principaux pics en RMN du proton dans I'acetonitrile deuterie 
sont localises a : 8,12 ppm (s, H8), 6,45 ppm (t, H1'), 5,05 ppm (s, CH2 phenoxyacetyle) et 4,88 ppm (m, H3'). 
Par spectrometrie de masse a I'aide d'une source d T ions FAB il est possible d'observer le pic moleculaire de 
ce produit pour une valeur m/e de 903. 

On obtient ainsi le compose nol6 repondant a la formule (I) dans laquelle B est le radical derive de !a guanine 
35 de formule (II), R1 est un atome d'hydrogene, R2 est le radical phenoxy, R3 est le radical dimethoxy-4,4' trityle, 
R4 est le radical phosphore de formule (VII), R5 est un atome d'hydrogene. 

Les exemples 17 a 19 qui survent illustrent la preparation de mononucleotides completement proteges 
destines a la synthese d'oligonucleotides selon la methode H-phosphonate. 

40 EXEMPLE 17 : Preparation du compose no17. 

Dans cet exemple, on prepare le compose no17 destine a la synthese des oligonucleotides selon la 
methode H-Phosphonate. 

On seche 5 mmol de compose n©7 par co-evaporation de 5 ml de dioxanne anhydre et on les reprend dans 
15 ml de ce solvant et 5 ml de pyridine anhydre. On additionne alors 5 ml d'une solution 1,25 M de chIoro-2 
45 benzo-5,6-a) [dioxo^1,3 phosphor-2 inone-4] ou salicylchlorophosphite de formule : 



0 




et on laisse la reaction se derouler pendant 10 minutes a la temperature ambiante. 

On additionne alors 0,5 ml d'eau et on laisse evoluer Thydrolyse pendant 10 minutes. On verse alors ce 
melange dans 250 ml de solution aqueuse molaire d 'acetate de triethylammonium et Ton extrait le produit 

60 desire avec 2 fois 250 ml de chloroforme. On seche la phase organique avec du sulfate de sodium anhydre et 
on la concentre a Tevaporateur rotatif. On purifle le residu ainsi obtenu par chromatographie liquide haute 
performance sur une colonne de gel de silice (200x40 mm). On elue le produit avec des solutions a 
concentration croissante de methanol dans un melange a 2% de triethytamine dans le chloroforme (0% de 
methanol : 250 ml ; 1% de methanol : 250 ml ; 2% de methanol : 250 ml ; 3% de methanno! : 250 ml ; 5% de 

65 methanol : 250 ml ; 7% de methanol : 500 ml). On rassemble les fractions contenant le produit recherche et on 
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evapore )e solvant pour obtenir un produit se presentant sous la forme cTune mousse blanche. Le rendement 
en produit N<>17 est de 55o/o. On analyse le produit par resonance magnetique nucleaire, les resultats obtenus 
sont regroupes dans le tableau IV. 

On obtient ainsi le compose n©l7 qui repond a laformule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(IV), derive de I'adenine, Ri represente un atome d'hydrogene, R2 represente le radical phenoxy, R3 
represente le radical dimethoxy-4,4' trityle, R4 represente le radical phosphore de formule 



H - P - 0- <c 2 „ , HH < 
0 



et R5 represente un atome d'hydrogene. 



H ~ P - 0 (C H ) NH 

» 2 5 3 

0 



et R5 represente un atome d'hydrogene. 
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EXEMPLE 18 : Preparation du compose n<>18. 

Dans cet exemple, on prepare comme dans I'exemple 17 le derive phosphoryle du compose nois destine a 
la synthese d'oligonucleotides selon la methode H-phosphonate en utilisant 5 mmol du compose n°15 au lieu 
de 5 mmol du compose no7. Le rendement de la reaction est de 48% et on analyse le produit obtenu par 
resonance magnetique nucleaire. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau IV. 20 

On obtient ainsi le compose nol8 qui repond a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(II), derive de la guanine, Ri represente un atome d'hydrogene, R2 represente le radical phenoxy, R3 
represente le radical dimetoxy-4,4' trityle, R4 represente le radical phosphore de formule 



25 



30 



EXEMPLE 19 : Preparation du compose noi9. 

Dans cet exemple, on prepare comme dans I'exemple 17 le derive phosphoryle du compose no5 destine a la 
synthese d'oligonucleotides selon la methode H-phosphonate en utilisant 5 mmol du compose n<>5 au lieu de 5 35 
mmol du compose no7. 

Le rendement de la reaction est de 62<>/o et on analyse le produit obtenu par resonance magnetique 
nucleaire. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau IV. 

On obtient ainsi le compose n©19 qui repond a la formule(l) dans laquelle B represente le radical de formule 
(III), derive de la cytosine, Ri et R2 represented le radical metyle, R3 represente le radical dimethoxy-4,4' 40 
trityle, R4 represente le radical phosphore de formule 



45 



et R5 represente un atome d'hydrogene. 
EXEMPLE 20 : 

Cet exemple illustre rutilisation des composes n© 9, nolo et n<>l 1 pour la synthese d'un oligonucleotide dont 
la sequence est la suivante : 

d ( A ATTCAGATUTG ATCAT) AGRE-AGRE 

Dans cette sequence, A represente le nucleotide forme avec I'adenine, C represente le nucleotide forme 
avec la cytosine et G represente le nucleotide forme avec la guanine, T represente le nucleotide forme avec la 
thymine et U le nucleotide forme avec Puracile. 

Pour effectuer cette synthese, on utilise les composes n°9, n<>iO et not 1 comme synthons correspondant 
respectivement a la guanine, I'adenine, et a la cytosine et des synthons correspondant a la thymine et a 
I'uracile. Ceux-ci sont obtenus a partir des nucleosides correspondants en protegeant les fonctions hydroxyle 
en 5' et en 3' respectivement par le radical dimethoxy-4,4' trityle et le radical de formule VI) en utilisant le meme 
mode operatoire que dans les exemples 6 a 11. 

On effectue la synthese au moyen d'un automate Biosearch "SAM ONE" en utilisant : 

- 50 mg, soit environ 1,5 a 3 mol, du support comportant I'extremite 5' de la chaine (Pierce "Controlled Pore 
Glass"), 

- 25 mg par cycle de condensation des derives de nucleosides obtenus dans les exemples 9 a 11 et des 
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synthons de thymidine et de desoxy-^ uridine, ce qui represente environ 8 a 15 equivalents, et 

- 25 mg par cycle de condensation, soft 2 equivalents par rapport au nucleoside, d'un agent d'activation 
constitue par du chlorure de mesrtylene sulfonyle. 

Les etapes composant chaque cycle de condensation sont les suivantes : 
5 - detritylation : acide trichloracetique a 2% dans CH2C12 pendant 2 min, 

- lavage : CH3CN pendant 1 min, 

- sechage : CH3CN anhydre pendant 6 min, 

- condensation : derive de nucleoside monomere et chlorure de mesitylene sulfonyle dans le melange 
CH3CN/methy!-1 imidazole (85/15 en volume pendant 15 min, et 

10 - lavage : CH3CN pendant 6 min. 

A la fin des cycles de condensation, on obtient done un gel de sflice comportant I 'oligonucleotide lie de 
facon covalente. On transfere alors le tout dans une ampoule en pyrex, on ajoute de I'ammoniaque a 28%, et 
on la laisse pendant 8 h a la temperature ambiante. On libere ainsi ['oligonucleotide du support en eliminant 
egalement les groupes protecteurs faisant I'objet de I'invention. 

15 On preleve alors le surnageant et on rince la siiice avec 3 fois 1 ml d'eau bidistillee. On evapore le solvant et 
on reprend le residu dans 0,5 ml d'eau, puis on le fractionne sur une colonne de Sephadex G 25 (diametre 1 
cm, H 7 cm}, on recueille les fractions qui presentent une absorption dans i'ultraviolet a 254 nm et on les 
lyophilise. 

On verifie par marquage au phosphore 32 au moyen de la T4-poiynucleotide kinase et par electrophorese 
20 sur gel de polyacrylamide la bonne longueur du fragment d'ADN synthetfque obtenu. Le decoupage de la 
bande correspondante et I'elution du compose permettent de purifier le produit en vue d'une utilisation 
biologique. 

On prepare de la meme facon les oligonucleotides dont les sequences sont les suivantes : 

- d(AATTCAG AUCTGATCAT) , 
25 - d ( AATTCAG UTCTG ATCAT) , 

- d (AATTCAUATCTG ATCAT) , et 

- d (CG ATG ATCAG ATCTG ) . 

On obtient egalement de bons resultats et une elimination des groupes protecteurs dans des conditions 
douces, dans Tammoniaque a temperature ordinaire. 

30 

EXEMPLE 21 

Dans cet exemple, on utilise les composes n<>12, n©13 et n©14 pour synthetiser des homopolymeres de 15 
nucleotides de longueur en utflisant la synthese phosphoramidite. 

On realise les syntheses a J'aide du meme automate Biosearch "SAM ONE" que dans I'exemple 20 et on 
35 utilise les quantites de reactif suivantes : 

- 50 mg, soit de 1,5 a 3 mol du support utilise dans Texemple 15 comportant Textremite 3' de la chalne 
polynucleotidique, 

- 20 mg des composes 12, 13, ou 14 par cycle de condensation (20 a 25 equivalents), et 

- 15 mg par cycle de condensation (2 equivalents par rapport au nucleotide) d'un agent d'activatton constitue 
40 par le paranitrophenyl-5 tetrazole. 

Chaque cycle de condensation comporte les etapes suivantes : 

- detritylation : acide trichloracetique a 2 % dans CH2CI2 pendant 1 min 30, 

- lavage : CH3CN pendant 1 min, 

- sechage : CH3CN anhydre/dimethylformamide anhydre (90/10) pendant 3 min, 

45 - condensation : derive de nucleoside + agent deactivation dans le melange CHsCN/dimethylformamide 
(9O/10) pendant 3 min, 

- oxydation : iode a 0,45% dans tetrahydrofuranne/eau/lutidine (89,5/10/0,5) pendant 1 min, 

- masquage des fonctions hydroxyle n'ayant pas reagi pour stopper Telongation des chaines incompletes : 
melange d'anhydride acetique et de methyl-1 imidazole dans CH3CN anhydre pendant 2 min, 

50 - lavage : CH3CN pendant 3 min. 

Apres 14 cycles de condensation realises avec le meme compose (composes no 12, n<>13 ou n<>l4), on 
transfere le support comportant le produit synthetise dans une ampoule de pyrex et on ajoute 2 ml 
d'ammoniaque a 28%. On maintient les ampoules pendant 8 h a la temperature ambiante, ce qui permet 
d*eliminer les groupes protecteurs faisant Pobjet de Tinvention. 

55 On preleve alors le surnageant et on rince la siiice avec 3 fois 1 ml d'eau bidistillee, puis on chasse le solvant 
a l'evaporateur rotatif. On reprend le residu brut dans 0,5 mi d'eau et on le purifie par chromatographie sur gel 
de Sephadex G 25. On recueille !es fractions absorbant a 254 nm et on analyse leur contenu par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide apres marquage au phosphore 32 par T4-polynucleotide kinase. 
On controle ainsi que les 3 homopolymeres synthetises ont la longueur voulue et qu*i!s correspondent 

60 respectivement a d(Ais), d(Cis) et d(Gis). 

EXEMPLE 22 : Preparation d'un oligonucleotide par la methode H-phosphonate. 

Cet exemple Qlustre Tutilisation des composes n<>17, n©18 et n<>19 pour la synthese d'un oligonucleotide 
dont la sequence est la suivante : 
65 $' d(ATGATCTACT) 3' 
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Dans cette sequence, A, G, C et T represented les memes nucleotides que dans la sequence de I'exemple 
20. 

Pour effectuer I'assemblage, on utilise les composes n©17, nol8 et n©i9 comme synthons correspondant 
respectivement a r adenine, la guanine et la cytosine et un synthon correspondant a la thymine. Ce dernier est 
obtenu a partir de la thymidine en protegeant la fonction 5' par un groupement dimethoxy-4,4' trityle et la 
fonction 3' par le groupement phosphore de formule 



I - + 



en utilisant le meme mode operatoire que celui rapporte precedemment pour le derive H-phosphonate de 
^adenine. 

On effectue I'assemblage au moyen d'un automate Biosearch "SAM ONE" en utilisant : 75 

- une colonne preconditionnee par le constructeur comprenant le support greffe avec 1 micromoie de 
thymidine protegee en 5' par un groupement dimethoxy-4,4' trityle. 

- 8 mg par cycle de condensation des derives de nucleosides nol7, nol8 et nol9 et du derive correspondant de 
la thymidine. Ce qui represente environ 10 equivalents molaires, et 

- 6 microlitres par cycle de condensation soit 50 equivalents molaire de chlorure de trimethyl acetyle, utilise 20 
comme agent d 'activation. 

Les etapes composant chaque cycle de condensation sont les suivantes : 

- acide trichloracetique a 2<Vo dans le dichloromethane, 3ml en 1 minute, 

- lavage a I" acetonitrile : 3 ml, 

- sechage avec un melange pyridine/acetonitrile 1:1/3 ml, 25 

- condensation : derive du nucleoside et agent d'activation dans 2 ml de melange pyridine/acetonitrile en 1 
minute, 

- lavage par 3 ml de melange de pyridine et d'acetonitrile, 

- lavage par 3 ml d'acetonitrile. 

A la fin des cycles de condensation, on procede a I'oxydatton des phosphores internucleotidiques par 30 
passage d'une solution d'iode a 2Q/b dans un melange pyridine/eau 98/2 (3ml). On effectue ensuite un lavage 
par le melange de pyridine et d'acetonirile (5ml). par I'acetonitrile (3ml) et I'on procede a la detritylation comme 
II est decrit ci-dessus. 

On obtient alors un gel de silice comportant le polynucleotide lie de facon covaJente. On transfere le tout 
dans une ampoule en pyrex, on ajoute 2ml d'ammoniaque a 28<Vb et on la laisse pendant 2 heures a ta 35 
temperature ordinaire. On libere ainsf Toligonucleotide du support en eliminant egalement les groupements 
protecteurs faisant I'objet de I'invention. On preleve alors le surnageant, on rince la silice avec 3 fois 1 ml d'eau 
bidistillee, on evapore le solvant et on reprend le residu par 0,5 ml d'eau. On le fractionne ensuite sur une 
colonne de Sephadex G25 (diametre 1 cm, hauteur 7 cm), on reunit les fractions presentant une absorption 
dans P ultraviolet a 254 nm et on les lyophiltse. 40 

On verif ie la bonne longueur du produit synthetise par marquage radio-actif au phosphore 32 au moyen de la 
T4-po!ynucIeotide kinase suivi d'une electrophorese sur gel de polyacrylamide. 
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Compose n* 10 




0C 6 H A CL 



Compose n e 11 

NH-CO-CH ^ 




OC 6 H 4 Cl 
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Revendications 

1. Derive de nucleoside repondant a la formule ; 



R 3 0 




B-CO-CH 



V 



OR* R 5 



(I) 



w 



15 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 




(III) ou 




(IV) 



"N>r' 



alkyle ou aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle ; a I'exclusion de R* =H 
et R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III), et de R 1 =R2 = CH 3 lorsque B 3 est !e radical (II) ; 
- R 3 represente un atome d'hydrogene, un radical labile en milieu acide ou le radical de formule : 



20 



25 



30 



relie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyl, un radical alcoxy, un radical aryloxy non substitue 

ou substitue par un ou des groupements choisis parmi NO2, CN, alcoxy, aryloxy, 35 



40 



45 



2^ 



CH - CO - 



50 



dans laquelle R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus, 

- R 4 represente un atome d'hydrogene, un radical phosphore ou le radical : 



CH-CO- 



55 



60 



dans lequel R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus ; et 
- R 5 represente un atome d'hydrogene ou le radical OH. 

2. Derive de nucleoside selon la revendication 1, caracterise en ce que le radical labile en milieu acide 65 
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R 3 est choisi dans le groupe des radicaux trityi de formule : 



5 



10 




dans laquefle R 6 , R 7 et R 8 qui peuvent etre identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene, 
un radical aJkyie ou un radial alcoxy, des radicaux pixyie et des radicaux pheny!-9 xanthenyle. 
15 3. Derive de nucleoside selon Tune queiconque des revendications 1 et 2, caracterise en ce que le 

radical phosphore R 4 est choisi dans le groupe des radicaux de formule : 



0 = P - 0 (C 2 H 5 ) 3 NH + CVI) 

0 C H, f , 
6 4 Cl 

25 de formule : 



30 



35 



40 



CH 

^ 3 

CH 

/ CH 
i ' 3 
NCCH 2 CH 2 0-P-N 

\ CH 

y 3 

CH 



CVII) 



CH 



ou de formule : 



45 



i C-) 
H - P - 0 



50 



4. Derive de nucleoside selon la revendication 1 , caracterise en ce que B represente : 



55 



60 



-HN 




(II) 



R 1 represente un atome d'hydrogene et R 2 represente un radical alcoxy ou un radical aryloxy 
eventuellement substitue. 

5. Derive de nucleoside selon la revendication 4, caracterise en ce que R 2 est un radical choisi parmi : 



65 
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6. Derive de nucleoside selon la revendication 1, caracterise en ce que B represente : 




(IV) 



R 1 represente un atome d'hydrogene et R 2 represente un radical aryloxy eventuellement substitue. 

7. Derive de nucleoside selon la revendication 6, caracterise en ce que R 2 represente le radicaJ 
phenoxy. 

8. Derive de nucleoside selon la revendication 1, caracterise en ce que B represente : 




(III) 



R 1 et R 2 qui peuvent etre identiques ou differents representent un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle. 

9. Derive de nucleoside seion la revendication 8, caracterise en ce que R 1 et R 2 representent le radical 
methyle. 

10. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
et R 4 representent un atome d'hydrogene. 

11. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 




et R 4 represente un atome d'hydrogene. 

12. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce que R 5 
represente un atome d'hydrogene. 

13. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 



25 
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10 



- C 




15 



et R 4 represente le radical : 



0 = f " 0 L (C 2 H 5 ) 3 UH J CVI) 



0 C H CI 
6 4 



20 



14. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 



25 



30 



- C 




OCH, 
OCH. 



35 



40 



45 



et R 4 represente le radical : 



NCCH CH O-P-N 
2 2 



CH 

/ 



/ CH 3 



CH 



CH 



CH 



CH 



<VII) 



50 



15. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 



55 



60 



- C 




65 



et R 4 represente le radical : 
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— P - 0 



(-) 



(C H ) NH 

2 5 3 



16. Derive de nucleoside selon I'une quelconque des revendications 13 a 15, caracterise en ce aue R5 
represente un atome d'hydrogene. M 

17. Procede de synthese d'oligonucleotides, caracterise en ce qu'il comprend ■ 

1o au moins un cycle de condensation dans lequel on condense sur un derive de nucleoside ou sur 
un oligonucleotide un denve de nucleoside de formule : 



10 




£ B-CO-CH 



\ 2 



(I) 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 



15 



20 



25 



. jX> ,0 - ~\ <X> 



(IV) 



30 



35 



reiie au groupement CO par son groupement NH- exocycfique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle 

- R2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkylel un radical alcoxy, un radical aryloxy 
substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parrni N0 2 , CN, alcoxy. aryloxy, 



non 



CI, C* 



° U ^V" b . StitU§ ° o n ° n ', SR aVeC R re P r6senta "t un radical alkyle ou aryle, a Inclusion de R 1 = H 
et R2= CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III) et de R 1 = R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) 

- R 3 represente un radical labile en milieu acide, 

- R 4 represente un radical phosphore, et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ; et 

2o) une etape d'elimination du ou des groupes protecteurs de formule : 



40 



45 



50 



55 



CH - CO - 



60 



dans lesquelles R^ et R2 sont tels que definis ci-dessus. 
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Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, AT. 

1 . Procede de preparation de derives de nucleosides de formule : 



15 



„ 3 0 




B-CO-CH 



(1) 



OR 4 R 5 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 



20 



25 



O NH NJi M 



I 



(IV> 



30 



relie au groupement CO par son groupement NH-exocyclique ; 

substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parmi N0 2 , CN. alcoxy, aryloxy, CI, P, 



35 



40 



C W C V R ' S0 2 R ' P -(0R)2' 

aikyle aryle substitue ou non, SR avec R represents un radical alkyle ou aryle ; a Inclusion de R 1 = H et 
R*L CH 3 lorsque B est ie radical (II) ou (III), et R 1 =R 2 — CH 3 lorsque B est le radical (I!) ; 
- R 3 represente le radical de formule : 



45 



CH-CO 



so 



dans laquelle R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus, 
- R 4 represente te radical : 



55 



CH-CO 



dans lequel R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus ; et 

ct^StT^SS* un nuclide choisi panni .es nuclides de » guanine, de * 
cytosine et de Tadenine avec un chlorure d'acide de formule : 



65 
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CH-COC L 



ou un anhydride d'acide de formule: 
R 2- 



CH-CO 



\ 

c 

^ CH-CO X 



R 
R2 



dans lesquelles R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus. 

2. Procede de preparation d'un derive de nucleoside repondant a la formule : 



10 



15 



20 



25 



R 3 0 




B-CO-CH 



V 



(I) 



OR* R 5 



30 



35 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 



jj NH N jt 

..<x> & "O 



(IV) 



40 



45 



relie au groupement CO par son groupement NH-exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non 
substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parmi NO2, CN, alcoxy, aryloxy, CI, F, 



N)R V R 2 V R ^ 



C0R)2' 



alkyle, aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical atkyle ou aryle ;a I'exctusion de R 1 = H et 
R2 = CH3 lorsque B est le radical (II) ou (Hl),et de R 1 = R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ; 
- R 3 represente un radical trityle de formule : 
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10 



15 




(V) 



dans iaquelle R 6 , R 7 et R 8 qui peuvent etre identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene, 
un radical alkyle ou un radical atcoxy, 

- R 4 represente un radical phosphore choisi parmi !e radical deformule : 



20 



0 C A« 



(VI) 



le radical deformule : 



25 



30 



35 



CH 



NCCH CH O-P-N 
2 2 



/ 



\ 



CH 



CH 



CH 



CH 
/ 3 



CH 



(Vll) 



40 



■ et le radical de fonnule : 



45 



50 



55 



I 

H-P-0 

V 
o 



.11 



.12 



dans Iaquelle R 1 1 , R 1 2 et R 1 3 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyle , et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene, caracterise en ce qui! comprend les etapes successives 

suivantes : 

a) reaction d'un nucleoside choisi parmi les nucleosides de la guanine, de la cytosine et de 
I'adenine avec un chlorure d'acide de formule : 



60 



65 



R2 



CH-CO C L 



ou un anhydride d'acide de formule : 
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R 1 

R2 



CH-CO 



0 . 



■CH-CO 



dans lesquelles R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus, pour former un derive de nucleoside 
repondant a la formule (I) dans laquelle R 3 et R 4 representent le radical de formule : 



CH-CO 



dans laquelle R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus, et R 5 represente un atome d'hydrogene. 

b) elimination des radicaux R 3 et R 4 du derive de nucleoside obtenu dans I'etape a) par hydrolyse 
selective pour obtenir le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle R 3 et R 4 representent un 
atome d'hydrogene ; 

c) reaction du derive de nucleoside obtenu dans I'etape b) avec un chlorure de trityle de formule : 



CIC 




dans laquelle R6 R7 e t R 8 qui peuvent etre identiques ou differents, representent un atome 
d'hydrogene, un radical alkyle ou un radical alcoxy, pour obtenir le derive de nucleoside de formule 
(I) dans laquelle R 3 represente un radical trityle ; 

d) reaction du derive de nucleoside obtenu dans Petape c) avec soit le bis-triazolidate de 
chloro-4-phenylphosphoryle, soit le B -cyanoethyl-monochloro N,N-diisopropyiamine phosphorami- 
dite, soit la chloro-2 benzo-(5, 6-a) dioxo-1,3 phosphor-2 inone-4 et un sel de trialkyl ammonium, 
pour obtenir le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle R 3 represente un radical trityle, R 4 
represente un radical choisi parmi Ies radicaux de formule : 



0 « f - 0 (C^^ NH * <VI) 

0 W, 



de formule : 
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30 



et R 5 represente Phydrogene. 
3 Procede de synthese d'ofigonucieotides, caracterise en ce qull comprend 

1o) au mofns un cycle de condensation dans lequel on condense sur un derive de nucleoside ou 
sur un oligonucleotide un derive de nucleoside de formule : 



35 



40 



R 3 0 




B-CO-CH 



V 



(I) 



OR* R 5 



45 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parrni : 



50 



j6o 



NH 



(II> ; 



,,0 <m> °* "00 



aw 



55 



60 



reiie au groupement CO par son groupement NH-exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non 
substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parmi NO2, CN, alcoxy, aryloxy, CI, F, 
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alkyle, aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle ; a I'exclusion de 
R 1 = H et R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III), et R 1 = R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ; 

- R 3 represente un radical labile en milieu acide, 

- R 4 represente un radical phosphore, et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ; et 

2o) une etape d'elimination du ou des groupes protecteurs de formule : 



10 



CH-CO 



R2< 



dans lesquelles R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus. 
4. Procede sefon la revendicatton 3, caracterise en ce que le radical labile en milieu acide R 3 est choisi 
dans le groupe des radicaux trityle de formule : 
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dans laquelle R 6 , R 7 et R 8 qui peuvent etre identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene, 
un radical alkyle ou un radical alcoxy, des radicaux pixyle et des radicaux phenyl-9 xanthenyle. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 3 et 4, caracterise en ce que ie radical 
phosphore R 4 est choisi dans le groupe des radicaux 
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de formule : 
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NCCH CH 0-P-N 
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ou de formule : 
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H-J-0 

- 0 



CO 




dans laquelle R 11 , R 12 et R 13 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyle. 
6. Procede seion Tune quelconque des revendications 3 a 5, caracterise en ce que B represente : 



0 




R 1 represente un atome d'hydrogene et R 2 represente un radical alcoxy ou un radical aryioxy 
eventuellement substitue. 

7. Procede seion la revendication 6, caracterise en ce que R 2 est un radical choisi parmi : 




8. Procede seion Tune quelconque des revendications 3 a 5, caracterise en ce que B represente : 



I 




(IV) 



I 



R 1 represente un atome d'hydrogene et R 2 represente un radical aryioxy eventuellement substitue. 
9. Procede seion la revendication 8, caracterise en ce que R 2 represente le radical phenoxy. 
10. Procede seion Tune quelconque des revendications 3 a 5, caracterise en ce que B represente : 



! 

NH 




CUD 



R 1 et R 2 qui peuvent etre identiques ou differents representent un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle. 
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11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que R 1 et R 2 represented !e radical methyle. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications 6 a 11, caracterise en ce que R 3 represente le 
radical : 



- C 




10 



et R 4 represente le radical : 
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i c->r ~n 

0 = j> - 0 L CC 2 H 5 ) 3 HH J (V1) 



0 C H CI 
6 A 



20 



13. Procede selon Tune quelconque des revendications 6 a 11, caracterise en ce que R 3 represente le 25 
radical : 



• C 




30 



35 



et R 4 represente le radical : 
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14. Procede selon 1 une quelconque des revendications 6 a 11, caracterise en ce que R 3 represente le 
radical de formule : 
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